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RESUMO
Herbaspirillum seropedicae é um microrganismo diazotrófico, endofítico que se 
associa a diversas gramíneas de interesse econômico. O nitrogênio fixado por este 
organismo pode ser utilizado pela planta hospedeira, por isso é importante entender a 
fisiologia e genética do processo de fixação biológica de nitrogênio. A citocromo oxidase 
cbb 3 , codificada pelos genes fixNOQP, é necessária para a respiração microaeróbica em 
vários organismos e em rizóbios, é essencial para a fixação biológica de nitrogênio. 
Estirpes mutantes nos genes fixN  e fixO  de Bradyrhizobium japonicum  capazes de 
produzirem nódulos em soja, não são capazes de fixar nitrogênio, sugerindo que a 
citocromo cbb3  está envolvida com o transporte de elétrons neste organismo. O operon 
fixNO QP  foi identificado pelo Projeto de Sequênciamento do Genoma do H. seropedicae 
(G enopar). A identificação da função desta enzima poderá esclarecer a via de transporte de 
elétrons neste organismo. O transposon EZ:TN <TET-1>, contendo um gene de resistência 
a tetraciclina, foi inserido no gene fixN  do H. seropedicae da estirpe Sm rl por 
recombinação homóloga, produzindo a estirpe RAMM21. A atividade da nitrogenase deste 
mutante foi 40-50% da atividade da estirpe selvagem. Este resultado sugere que a 




A atmosfera contém uma grande quantidade (cerca de 78% por volume) de 
nitrogênio molecular (N2). Porém este grande reservatório de nitrogênio não está 
disponível para a maioria dos organismos vivos. A obtenção de nitrogênio da atmosfera 
requer a quebra de uma ligação tripla covalente de excepcional estabilidade, entre os dois 
átomos de nitrogênio para produzir amônia (NH3) ou nitrato (N03). Tais reações, 
conhecidas como fixação do nitrogênio, podem ser obtidas por processo industrial e por 
processo natural (Taiz & Zeiger, 2004).
Sob elevadas temperaturas (cerca de 200°C) e alta pressão (cerca de 200 
atmosferas), o N2 combina-se com hidrogênio formando amônia. As condições extremas 
são necessárias para superar a alta energia de ativação da reação. Esta reação de 
fixação de nitrogênio, conhecida como processo Haber-Bosh, é ponto de partida para 
fabricação de muitos produtos para a indústria e agricultura. Indústrias em todo mundo 
produzem mais de 80 x 1012 g/ano de fertilizantes nitrogenados (Faostat, 2001).
A aplicação de grandes quantidades de nitrogênio pode aumentar a produção 
agrícola, entretanto, traz efeitos negativos, que incluem a poluição de águas subterrâneas 
e da atmosfera, pela liberação de N02' e N03‘; além dos altos custos de produção dos 
fertilizantes químicos decorrentes da queima de combustível fóssil na sua produção 
(Dóbereiner, 1992).
Já os processos naturais fixam cerca de 190 x1012 g ano'1 de nitrogênio por meio 
de diferentes processos (Schlesinger, 1997). Descargas elétricas são responsáveis por 
aproximadamente 8% do nitrogênio fixado. Convertem o vapor de água e oxigênio em 
radicais hidroxilas livres altamente reativos, em átomos de hidrogênio livre e em átomos 
de oxigênio livre, que atacam o nitrogênio molecular (N2) para formar ácido nítrico (HN03). 
Posteriormente, este ácido nítrico precipita-se sobre a Terra junto com a chuva (Taiz & 
Zeiger, 2004).
Outros 2% deste nitrogênio fixado é derivado de reações fotoquímicas entre o 
óxido nítrico gasoso (NO) e o ozônio (03), produzindo ácido nítrico (HN03).
Noventa por cento do nitrogênio naturalmente fixado resultam da fixação biológica, 
nos quais certos organismos procariotos e cianobactérias fixam o N2 em amônio (NH3).
A descoberta de várias espécies de bactérias fixadoras de nitrogênio, 
diazotróficas, em associações naturais com raízes de gramíneas (Dóbereiner,1988), 
intensificou o interesse na fixação biológica de nitrogênio.
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Entre os organismos diazotróficos e endofíticos estudados estão aqueles do 
gênero Herbaspirillum. Estudos sobre sua ecologia têm mostrado que esta bactéria pode 
ser isolada do interior de raízes, hastes e folhas de muitas gramíneas (Baldani et al., 
1992; Dobereiner et al., 1992; Olivares et al., 1996).
Vários estudos mostram que a interação Herbaspirillum-p\an\a pode trazer mútuos 
benefícios. Baldani e colaboradores (1995) inocularam diferentes estirpes de 
Herbaspirillum em sementes de arroz e observaram que a estirpe Z94 contribuiu com até 
54% do aumento do conteúdo de nitrogênio total acumulado pela planta; outras estirpes 
também fixaram aproximadamente 30% de nitrogênio a mais. A história de certas regiões 
produtoras de cana-de-açúcar no Brasil mostra áreas cultivadas por mais de cem anos 
sem adubação nitrogenada e sugere que a fixação biológica de nitrogênio, principalmente 
pelos endofíticos Herbaspirillum ssp e Gluconacetobacter diazotrophicus, possa ter 
contribuído significativamente para o metabolismo nitrogenado da planta (Dobereiner,
1992). Estes resultados indicam que o H. serapedicae tem grande potencial como 
biofertilizante nitrogenado, além de estimular o desenvolvimento das plantas pela 
produção de fitohormônios (Olivares et al., 1997).
O processo de colonização pelo H. seropedicae e as vias envolvidas na fixação de 
nitrogênio ainda não foram totalmente esclarecidos. Vários genes podem estar envolvidos 
nesse processo, como por exemplo, os genes nif. O complexo enzimático da nitrogenase 
é responsável pela conversão do N2 a 2NH3. Esta reação é exergônica e estimulada em 
condições limitantes de oxigênio. Assim como a proteína NifA, que é ativadora dos genes 
nif, a transcrição de outras proteínas podem ser induzidas pela ausência de oxigênio ou 
de amônia, para que o organismo suporte a respiração em condições limitantes de 
oxigênio. A Citocromo cbb3 foi descrita como uma proteína transportadora de elétrons em 
vários organismos formadores de nódulos, e é codificada pelos genes fixNOQP.
O H. seropedicae possui estes genes e podem estar envolvidos na respiração sob 
condições de fixação de nitrogênio.
Neste trabalho observamos que o mutante fixN apresentou atividade da 
niotrogenase reduzida em relação a estirpe selvagem.
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2. REVISÃO DE LITERATURA
2.1 Herbaspirillum seropedicae
Herbaspirillum seropedicae é uma bactéria diazotrófica endofítica, gram-negativa, 
vibrióide, membro da subdivisão (3 das Proteobactérias (Baldani et al., 1986). Essa 
bactéria foi encontrada associada ao milho, arroz, sorgo e cana de açúcar (Baldani et 
al.,1984; Boddey et al., 1995).
Estudos realizados por OLIVARES e colaboradores (1995) concluiram que a 
infecção por Herbaspirillum ssp. ocorre através da ligação da bactéria à superfície da 
planta, seguido de proliferação preferencialmente nas raízes secundárias e ferimentos, 
penetração e espalhamento da bactéria através dos espaços intercelulares e feixes 
vasculares das partes aéreas com subseqüente colonização e estabelecimento nos vasos 
do xilema.
A bioquímica e biologia molecular da fixação de nitrogênio em H. seropedicae têm 
sido intensamente estudadas, isso levou a identificação de diversos genes envolvidos no 
processo. Dentre os genes isolados e caracterizados está o nifA que codifica para a 
proteína NifA (Souza et al., 1991). Anteriormente acreditava-se que os genes nif neste 
organismo estavam organizados em duas diferentes regiões, na região I encontravam-se 
os genes nifA e nifB (Souza et al., 1991a), e na região II o operon nifHDKENXofrl orf2 
orf3 (Klassen et al., 1999). Posteriormente, a seqüência completa do H. seropedicae 
(GENOPAR) revelou que estas duas regiões são contíguas ocupando cerca de 40 Kb.
A regulação da expressão do gene nifA envolve mecanismos variáveis, que 
depende da fisiologia de cada diazotrofo. Nos organismos de vida livre o nível de 
nitrogênio associado é o fator mais importante da regulação, enquanto que nos 
organismos simbióticos o fator primordial é o oxigênio (Merrick, 1993).
A transcrição do gene nifA de H. seropedicae depende do fator aN e é ativada pela 
proteína NifA. Na região promotora desse gene estão presentes os sítios de ligação para 
a proteína NifA e para a proteína NtrC. Foram ainda identificados uma seqüência 
semelhante à seqüência consenso "anaerobox" localizada após o início de tradução e um 
sítio de ligação para a proteína IHF (Souza et al, 1991b). A transcrição do gene nifA de H. 
seropedicae é ativada pela proteína NtrC, sendo assim regulada por amônia e não por 
oxigênio (Souza et al., 1995).
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A proteína NifA de H. seropedicae possui aproximadamente 61 kDa e apresenta 
três domínios. Sua região N-terminal mostra baixa similaridade nas regiões C-terminal e 
central (Monteiro et al., 1999). Como NifA de H. seropedicae é inativada por altas 
concentrações de oxigênio, esta capacidade pode ser devido a presença de um 
interdomínio entre as regiões central e C-terminal, possivelmente envolvido com 
sensibilidade a oxigênio em outras proteínas NifA (Fischer et al., 1988). Resultados 
posteriores confirmaram que os níveis de oxigênio controlam a atividade de NifA. O 
domínio N-terminal esta envolvido no controle da atividade da própria NifA por amônio, 
uma vez que a proteína sem a região N-terminal continua ativa mesmo na presença de 
altas concentrações de amônio (Souza et al., 1999). A proteína NifA de H. seropedicae é 
inativa quando expressa em E.coii, independente dos níveis de oxigênio e/ou amônia. A 
proteína N-truncada, entretanto é ativa (Monteiro et al, 1999). A proteína Pll participa da 
modulação da atividade da NifA de H. seropedicae (Souza et al., 1999).
Para investigar a possibilidade da proteina NifA de H. seropedicae receber um 
sinal de uma proteína sensora de oxigênio, semelhante ao sistema descrito para K. 
pneumoniae, Monteiro e colaboradores (2003) realizaram ensaios in vivo para avaliar a 
atividade da proteína NifA expressa em células de E. coli mutantes para o gene fnr. Os 
resultados obtidos com a estirpe mutante fnr mostraram que a proteína de fusão His-tag- 
central+C-terminal é inativa, independente da presença ou ausência de oxigênio. Estes 
resultados sugerem uma relação funcional entre a proteína NifA de H. seropedicae e a 
proteina FNR (Monteiro et al., 2001).
2.2 FIXAÇÃO BIOLÓGICA DE NITROGÊNIO
Os organismos diazotróficos são capazes de produzir amônia a partir do 
nitrogênio molecular. Todos os microrganismos não diazotrofos dependem direta ou 
indiretamente dos diazotróficos para suplementação de compostos de nitrogênio, que são 
utilizados para síntese de ácidos nucleicos e proteínas, através de vias bioquímicas. 
Anualmente, os microorganismos diazotróficos adicionam cerca de 65% de nitrogênio à 
Terra, enquanto que o nitrogênio industrialmente fixado contribui com 25% do volume 
(Newton, 2000).
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A fixação biológica de nitrogênio requer condições favoráveis tais como baixas 
concentrações de nitrogênio fixado, baixas tensões de oxigênio e temperatura adequada 
(Postgate, 1982).
A redução do dinitrogênio à amônia requer a transferência de seis elétrons ao N2 e 
à redução de oito prótons formando também H2. O complexo da nitrogenase catalisa esta 
reação (Halbleib & Ludden, 2000). A estequiometria é mostrada abaixo (Simpson & Burris, 
1984):
N2 + 8H+ + 8e + 16ATP. Mg 2 NH3 + H2 + 16ADP.Mg + 16Pi
O complexo da nitrogenase possui dois componentes, a proteína Fe e a proteína 
MoFe. A proteína Fe, produto do gene nifH, reduz a proteína MoFe e é irreversivelmente 
inativada por 0 2.
A proteína MoFe, produto dos genes nifD e nifK, apresenta quatro subunidades 
(a2 e |32) e dois grupos Mo-Fe-S. Ela também é inativada pelo oxigênio (Burgess & Lowe, 
1996). Quando a quantidade de nitrogênio fixada pela planta é suficientemente alta, a 
expressão destes genes é reprimida. Em Klebsiela pneumoniae pelo menos 20 genes nif 
são necessários para a fixação de nitrogênio (Merrick, 1992).
Como a nitrogenase requer alta quantidade de elétrons, vias específicas de 
transporte de elétrons estão presentes nos diversos diazotrofos dependendo das 
condições ambientais fornecidas. Em baixas concentrações de 0 2 diferentes vias devem 
ser acionadas para que o complexo da nitrogenase continue ativo. O sistema respiratório 
de muitas bactérias possui diferentes proteínas oxidases terminais, possibilitando que a 
bactéria se desenvolva em diferentes tensões de oxigênio (Zufferey et al., 1996).
2.3 GENES fix
Os genes de fixação de nitrogênio de bactérias simbiontes podem ser 
basicamente divididos em três grupos: genes nod, nif e fix. Em rizóbios os produtos dos 
genes nod são necessários nos passos de formação do nódulo. Os genes nif de rizóbios 
são estruturalmente homólogos aos 20 genes n if de K. pneumoniae e estão diretamente 
ligados às proteínas que convertem o nitrogênio atmosférico a amônia. Os genes fix são 
essenciais para a fixação do nitrogênio, mas não têm homologia com os genes de fixação
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de nitrogênio de K. pneumoniae, que são homólogos aos genes nif. Esta definição geral 
traz três conseqüências. A primeira, os genes fix representam uma classe muito 
heterogênea incluindo genes envolvidos no desenvolvimento e metabolismo das 
bactérias. Segundo, genes originalmente nomeados fix podem ser renomeados quando 
sua função for melhor conhecida. Terceiro, genes inicialmente identificados no contexto 
da fixação de nitrogênio simbiótica podem participar de uma série de processos não 
relacionados com fixação, tornando este nome inapropriado (Fisher, 1994).
Os genes fixe  n if de Synorhizobium meliloti, B. japonicum e A. caulinodans são 
organizados em diferentes grupos cuja estrutura e localização genômica são espécies- 
específicos. Em R. meliloti estes dois grupos são nomeados cluster I (nifHDKE, nifN, 
fixABCX nifA nifB frdX) e cluster II (fixLJ, fixK, fixNOQP, fixGHIS) (Fischer, 1994).
Mutações em qualquer gene do operon fixABCX de S. meliloti, B. japonicum e A. 
caulinodans aboliu completamente a capacidade de fixação do mutante, isto sugeriu que 
eles estão diretamente ligados com o transporte de elétrons para a nitrogenase (Earl et 
al., 1987).
A análise da seqüência de bases dos genes fixGHIS sugeriu que os produtos 
destes genes são provavelmente proteínas transmembranas. A proteína FixG pode estar 
envolvida no processo redox, pois contém dois conjuntos de cisteínas típicos, de 
proteínas com centro ferro-enxofre. A proteína Fixl é homóloga à subunidade catalítica de 
ATPases de bactérias e eucariotos. A função global do operon e seu produto na fixação 
de nitrogênio ainda não estão completamente esclarecidos (Kahn et al., 1989).
Os genes fixLJ de S. meliloti foram originalmente identificados como 
geneticamente responsáveis pela ativação dos operons fixNOQP e fixGHIS assim como 
do gene nifA em condições limitantes de oxigênio. Deleções nos genes fixL e fixJ 
resultaram em nódulos simbióticamente ineficientes (Fix ) em S. meliloti e A. caulinodans, 
e com atividade da nitrogenase drasticamente diminuída (David et al., 1988). 
Similarmente, estirpes mutantes de B. japonicum  nestes genes mostraram uma redução 
de 90% na fixação simbiótica de nitrogênio em relação à estirpe selvagem, além de serem 
incapazes de crescerem anaeróbicamente indicando que o nitrato não é o receptor final 
de elétrons nestes mutantes (Anthamatten et al., 1992).
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2.4 REGULAÇÃO DA EXPRESSÃO DOS GENES nifE  fix
A fixação de nitrogênio requer uma demanda energética muito alta para a 
redução de dinitrogenio a amônia (o complexo enzimático da nitrogenase utiliza 16 mol de 
ATP para reduzir 1 mol de N2 [Merrick, 1992]). Além disso, há uma grande sensibilidade 
da nitrogenase ao oxigênio. Estes fatores explicam o fato dos diazotrofos estudados 
terem desenvolvido sofisticados mecanismos de regulação que garantam um alto controle 
da síntese e atividade da nitrogenase, para evitar gastos energéticos desnecessários. 
Devido a este controle, a expressão dos genes da fixação de nitrogênio é regulada por 
cascatas de genes. A sua ação em conjunto permite que a bactéria diferencie condições 
ambientais ótimas para fixação de nitrogênio e transmita esta informação ao nível de 
expressão genética (Fischer, 1994).
Os níveis ambientais de oxigênio e de nitrogênio são sinais críticos para a 
regulação da expressão dos genes nif em K. pnemoniae. Este controle fisiológico duplo é 
mediado via um sistema regulatório geral de nitrogênio (nti) e genes regulatórios nif- 
específicos, nifLA (Merrick, 1992).
A proteína FixK em rizóbio está envolvida na regulação da expressão de vários 
genes necessários para respiração no nódulo, ambiente de baixos níveis de oxigênio. E, 
assim como os seus homólogos fnr e crp de E. coli, o gene fixK de R. meliloti regula a sua 
própria expressão negativamente (Foussard et al., 1997). FixK de R. meliloti é parte de 
uma cascata regulatória onde a proteína FixL atua como um sensor de baixas 
concentrações de oxigênio, se auto fosforila, e depois transfere o grupo fosfato ao 
regulador FixJ, que finalmente ativa a expressão de fixK (Batut & Boistart, 1994).
2.5 GENE fixK E SEUS HOMÓLOGOS
Em S. meliloti o gene fixK foi identificado entre os operons fixLJ e fixNOQP. Um 
gene tipo fixK (fixK2) foi identificado a jusante do operon fixLJ em B. japonicum  (Fischer, 
1994). Outro gene tipo fixK já havia sido descrito anteriormente em B. japonicum, apesar 
de que nenhuma função lhe tenha sido atribuída (Anthamatten et al, 1992). Para 
diferenciar do gene fixK2, que é controlado por fixJ, este gene foi identificado como fixK1 
de B. japonicum. Em A. caulinodans, o gene tipo fixK está presente a montante dos genes 
fixLJ, mas com orientação de transcrição oposta (Kaminski et al., 1991). Existe ainda
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outro gene tipo fixK em A. caulinodans, mas com função diferente daquela do gene fixK 
encontrado a montante de fixLJ. Em Rhizobium leguminosarum bv. viciae um gene tipo 
fixK (fnrN) foi identificado com base na capacidade de seu produto de ativar a expressão 
de uma fusão heteróloga fixN::lacZ sob condições de microaerobiose e de complementar 
parcialmente um mutante fixJde S. meliloti (Collona-Romano et al., 1990).
Mutações do gene fixK de S. meliloti e A.caulinodans e fixK2 de B. japonicum 
eliminam completamente a fixação de nitrogênio nestes organismos. Mutantes de fixK2 de 
B. japonicum  são deficientes na respiração por nitrato (Anthamatten et al., 1991). Não 
existem dados disponíveis para respiração por nitrato em A. caulinodans. Mutantes fixK1 
em B. japonicum e fnrN em R. leguminosarum bv. viciae ainda são capazes de fixar 
nitrogênio, mas a atividade de nitrogenase é menor no último caso (Fischer, 1994).
Além de serem regulados positivamente, os genes fixK de S. meliloti e fixK2 de 
B. japonicum estão sujeitos a uma auto-regulação negativa (Batut et al., 1989). Em 1997, 
Foussard e colaboradores demonstraram que a auto-regulação negativa de fixK de S. 
meliloti não ocorre de forma direta, mas envolve o produto de um novo gene identificado 
recentemente, fixT, cuja expressão depende de fixK. A inativaçao de fixT resultou na 
ativação da expressão de fixK em condições de microaerobiose.
2.6 FUNÇÃO DAS PROTEÍNAS FixK
A similaridade estrutural entre FixK, de B. japonicum e FnrN de R. 
legunomisarum bv. viciae com FNR de E. coli é também refletida a nível funcional. Tanto 
F ix^  quanto FnrN podem substituir FNR de E.coli com relação a ativação de promotores 
FNR-dependentes, e esta ativação é dependente da presença de condições 
microaeróbicas e anaeróbicas (Anthamatten et al., 1992). FNR pode ativar uma fusão 
fixN::lacZ de S. meliloti em E.coli e em R. leguminosarum bv. viciae. Em testes de 
complementação homóloga foi mostrado que fixK1 de B. japonicum é capaz de substituir 
fixK2 na regulação da respiração anaeróbica por nitrato e fixação simbiótica de nitrogênio 
(Anthamatten et al., 1992).
Uma função comum das proteínas do tipo FixK de S. meliloti, A. caulinodans e 
B. japonicum é seu controle da expressão do operon fixNOQP (Batut et al., 1989; Mandon 
et al., 1994). Possivelmente, as proteínas FixK de S. meliloti e FixK2 de B. japonicum 
também controlam a expressão do operon fixGHIS, que está situado imediatamente a
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jusante do operon fixNOQP em ambos os organismos. Esta hipótese é reforçada pela 
presença de um potencial sítio de ligação para FixK a montante de fixG (Preisig et al.
1993).
O número crescente de prováveis genes e operons regulados por FixK permitiu 
determinar a partir das diferentes regiões promotoras um potencial sítio de ligação de 
FixK (Fisher, 1994). Há pouca informação disponível com relação a promotores de 
rizóbios que não sejam dependentes de a54. Uma seqüência conservada (5’ -TTGA-C— 
GATCAA-G-3’) foi localizada a montante dos genes controlados positivamente por FixK. 
Esta seqüência é bastante similar à sequencia do sítio de ligação para FNR de E. coli 
(“FNR box’\ 5’ -AAA-TTGAT—ATCAA-TTT-3’) (Eiglmeier et al., 1989). Esta similaridade 
não é surpreendente, já que há uma alta similaridade entre o provável motivo de ligação 
do DNA de FNR e das proteínas FixK (Fischer, 1994). Em H. seropedicae dois prováveis 
promotores foram identificados a montante do provável gene fnr, um deles dependente do 
fator a70 (promotor de expressão constitutiva) e outro dependente do fator aN. Neste 
mesmo trabalho foi identificada uma provável região de ligação de FNR -  FNR Box, 
sugerindo uma auto-regulação pela proteína FNR (Raeder, 2003).
2.7 GENES fixNOQP
O operon fixNOQP de bactérias que são capazes de se associar com plantas (por 
exemplo aquelas dos gêneros Rhizobium, Azorhizobium e Bradyrhizobium), codifica para 
subunidades da citocromo oxidase cbb3 (Kahn et al, 1993). A citocromo cbb3 é uma 
oxidase respiratória, que possui três subunidades. A subunidade I (FixN), possui um 
grupo heme e um átomo de cobre ligados. Um citocromo c monoheme (FixO) é a 
subunidade II; a subunidade III (FixP) é um citocromo C diheme, (Garcia-Horsman et al.,
1994). A citocromo oxidase do tipo cbb3 suporta a respiração de organismos como S. 
japonicum  em condições limitantes de oxigênio e é necessária para fixação biológica de 
nitrogênio quando em simbiose (Zufferey et al., 1996).
Em H. seropedicae os genes fixNOQP foram identificados a jusante aos genes 
fixl e fixS, contendo 3176 pb e a montante do gene fixG (figurai).
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FIGURA 1 - OPERON fixISNOQPGH de H. seropedicae
FIGURA 1 -  Organização estrutural do operon fixISNOQPGH de H. seropedicae.
Os genes fixNOQP foram primeiramente identificados em Synorhizobium meliloti 
ligados aos genes regulatórios fixLJ e fixK, os quais induzem a expressão de fixNOQP em 
anaerobiose assim como a do gene nifA. Genes homólogos foram identificados em B. 
japonicum, A. caulinodans, e Rhizobium leguminosarumbs/. viciae. (Fischer, 1994).
Mutantes fixN de Azorhizobium caulinodans tiveram a atividade da nitrogenase 
reduzida em 40 a 50% (Mandon et al., 1994).
Mutantes B. japonicum no gene fixN ou fixO não são capazes de fixar nitrogênio 
em condições baixas de oxigênio ou em anaerobiose (Lopez et al., 2001).
2.7.1 Proteínas tipo citocromo C oxidases
O sistema respiratório das bactérias é usualmente munido de várias oxidases 
terminais com diferentes afinidades por 0 2, fazendo com que a bactéria possa respirar em 
várias tensões de oxigênio. A cbb3 oxidase é uma citocromo oxidase que contém três 
subunidades: uma membrana-integrada b-oxidase (subunidade I) com um centro de ferro 
de baixo spin e outro centro binuclear de alto spin Fe-Cu, e duas subunidades membrana- 
ancoradas contendo citocromos do tipo c (figura 2). Em B. japonicum, os genes fixNOQP 
expressos geralmente em condições limitantes de oxigênio codificam para a citicromo 
cbb3 oxidase, são genes essenciais para a fixação de nitrogênio durante a simbiose 
(Zufferey, 1996). Mutantes de B. Japonicum no gene fixN ou fixO, diferentemente do 
mutante fixQ, não apresentaram a citocromo cbb3 em sua membrana, indicando quais os 
genes essenciais para a formação desta proteína neste organismo. Nos mutantes fixP,
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somente a região FixP da proteína foi deletada e houve produção normal das 
subunidades codificadas pelos genes fixNe fixO (Zufferey, 1996).
FIGURA 2 -  CITOCROMO cbb3 OXIDASE
FIGURA 2 - Vista total do modelo da oxidase cbb3 de B. japonicum, a parte hachurada é a 
membrana em vista lateral. O citoplasma está para baixo, e o espaço periplasmático está acima. A 
subunidade catalítica é mostrada ao meio, com as hélices coloridas de acordo com o grau de 
conservação: laranja para as hélices mais conservadas, branca para menos conservadas, e o 
amarelo para um grau intermediário de similaridade da seqüência. O domínio solúvel da 
subunidade O (verde) e da subunidade P (azul-claro) estão representados com suas hélices 
transmembrana. A região mais conservada representa a subunidade N. A subunidade Q é 
representada por uma hélice transmembrana, que aparece em marrom. As flechas então indicando 




O H. seropedicae é um organismo fixador de nitrogênio e tem potencial como 
biofertilizante nitrogenado. A determinação da função do operon fixNOQP na fixação de 
N2 neste organismo ampliará o entendimento do mecanismo de controle da fixação de 
nitrogênio. Para tanto, a estratégia utilizada foi a mutação do gene fixN do H. seropedicae 
através da inserção de um transposon, e análise fenotípica do mutante obtido.
3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS
■ Construção do plasmídeo contendo o gene fixN mutagenizado;
■ Obtenção dos mutantes fixN  de H. seropedicae;
Determinar atividade da nitrogenase do mutante fixN de H. seropedicae.
4.MATERIAL E MÉTODOS
4.1 BACTÉRIAS E PLASMÍDEOS
As estirpes de bactérias e plasmídeos que foram utilizados neste trabalho estão 
relacionadas na Tabela 1.
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HS17058H11TC TcHAmpH Este Trabalho
HS17058H11TcCm CmHTcHAmpH Este Trabalho
4.2 REAGENTES
Os antibióticos, trizma-base, o-nitrofenil 3-D-galactopiranosídeo (ONPG) e ficoll 
foram adquiridos da Sigma Chemical Company. As enzimas modificadoras de DNA e 
RNAse foram adquiridas de GE Healtercare, Boehringer Mannheim Biochemicals ou 
INVITROGEN. Para a análise de DNA foi utilizado o padrão de massa molecular 
“0 ’GeneRulerT”M 1 kb DNA Ladder” da Fermentas. Fenol, etanol, clorofórmio, isopropanol
14
e álcool isoamílico foram adquiridos de Merck. Extrato de levedura, triptona, ágar 
bacteriológico foram adquiridos da Biobrás ou INVITROGEN. Os demais reagentes foram 
para análise foram de alto grau de pureza.
4.3 MEIOS DE CULTURA
Os meios de cultura utilizados no cultivo das estirpes de E. coli foram o Luria-Broth
(LB e LA), SOB e SOC.
0  meio LB apresenta a seguinte composição:
I Gramas / Litro
Extrato de levedura 5,0
Cloreto de sódio 10,0
Triptona 10,0
-
O meio sólido foi obtido pela adição de ágar na concentração de 15 g/L ao meio 
líquido, sendo denominado LA.
O meio SOB apresenta a composição descrita na tabela abaixo:
Gramas / Litro I
Bacto triptona 20,0
Extrato de Levedura 5,0
Cloreto de sódio 0,584
Cloreto de potássio 0,186
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Meio SOC:
Gramas / Litro I
T riptona 20
Extrato de Levedura 5
Cloreto de sódio 0,5




Todos os meios foram autoclavados e o pH acertado para 7,0 com NaOH.
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As estirpes de H. seropedicae foram cultivadas a 30°C, sob agitação a 120 rpm, 
durante 16 horas em meio NFbHP (KLASSEN et al., 1997), utilizando estreptomicina 
como antibiótico selecionador. O meio NFbHP possui a seguinte composição:
MgS04.7H20 2 x 10'1 g/L
NaCI 1 x 10'1 g/L
CaCI2 2 x 10*  g/L
Acido nitrilo-triacético 5,6 x 10* g/L
FeS04. 7H20 2 x 10'2 g/L
Malato de sódio 5 g/L
Biotina 1 X 10‘4 g/L
Na2Mo04.2 H20 2 x 1 0 a g/L
MnS04. H20 2,35 x 10 a g/L
H3BO3 2,8 x 10'y g/L
CuS04.5 H20 8 x 10'b g/L
ZnS04.7 H20 2,4 x 10'4 g/L
No momento do uso foi adicionado ao meio NFbHP, 50mmoL/L de solução 
estéril de fosfatos (159,5g/L de KH2P04 e 17,8g/L de K2HP04) e 20mmol/L de cloreto de 
amônio (NFbHPN) ou 5mmol/L de glutamato de sódio (NFbHPG), também estéreis.
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4.4 ANTIBIÓTICOS 
Os antibióticos utilizados foram:
Solução estoque (mg/mL) Concent. final (ng/mL)
Ampicilina (Amp) 100 200
Cloranfenicol (Cm) 30 120
Tetraciclina (Tc) 10 10
Estreptomicina 80 80
As soluções estoques de antibióticos, exceto cloranfenicol e tetraciclina, foram 
preparadas em água destilada autoclavada e esterelizadas por filtração (Millipore HAWP 
0,23^m). A solução estoque de cloranfenicol foi preparada em água e tetraciclina foi 
preparada em etanol 70%. Todas as soluções de antibióticos foram mantidas a -20QC.
4.5 PURIFICAÇÃO DE PLASMÍDEOS
O isolamento dos plasmídeos de estirpe TOPIO de E.colifoi feito pelo método de lise 
alcalina (SAMBROOK et al., 1989) com modificações. Três mililitros de uma cultura 
incubada durante aproximadamente 12 horas foram centrifugadas a 13000 rpm por 2 
minutos. O sedimento de células foi ressuspendido em 200|xL de tampão GET (50mmol/L 
glucose, 25mmol/L Tris-HCI pH 8,0, 10mmol/L de EDTA pH8,0). A lise foi então efetuada 
com 200|iiL de solução de SDS 1% e NaOH 0,2mol/L adicionados vagarosamente. Em 
seguida 200nL de acetato de potássio 3mol/L pH 4,8 foram acrescentados e após 
homogeneização a mistura foi mantida durante 10 minutos no gelo. Após esse período, 
as amostras foram centrifugadas a 13000 rpm por 5 minutos. O sobrenadante contendo o 
DNA plasmidial foi separado e precipitado pela adição de 600^iL de isopropanol. Depois 
as amostras foram novamente centrifugadas a 13000 rpm por 5 minutos. Após 
centrifugação o precipitado foi lavado com etanol 80%, e seco a vácuo. O precipitado foi 
dissolvido em água.
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4.6 SEQUENCIAMENTO DE DNA
Ao DNA dupla fita purificado (0,5-1 .Ojiig) firam adicionados 3^L de mistura para 
seqüenciamento ET mix (Amersham Biosciences) e 1 pmol de oligonucleotídeo reverso 
ou universal num volume final de 7,5)a.L. Esta solução então foi submetida a uma reação 
de amplificação do DNA para seqüenciamento utilizando termociclador Applied Biosystem 
9700 com a seguinte programação (30 ciclos):
Etapa 1: 96°C 20seg 
Etapa 2: 60°C 1min 30seg
O produto da reação de amplificação de DNA para seqüenciamento foi transferido 
para um tubo do tipo Eppendorf de 500|nL e foram adicionados 12,5^L de H20, 2jlxL de 
acetato de amônio 7,5 mol/L e 60^L de etanol absoluto. O sistema foi centrifugado (13000 
rpm, 30 minutos), o sobrenadante foi descartado e o precipitado lavado com 450jaL de 
etanol 80%. Após centrifugação o sobrenadante foi novamente descartado e o material 
seco a vácuo. A amostra foi desnaturada por 2 minutos a uma temperatura de 96°C e 
submetida à eletroforese em seqüenciador automático ABI377 (Applied Biosystems).
4.7 INSERÇÃO DO TRANSPOSON
A reação de inserção de transposon, contendo um gene que confere resistência à 
tetraciclina, foi feita in vitro. O protocolo utilizado é recomendado pelo fabricante 
(EPICENTRE).
4.8 CLIVAGEM DO VETOR COM ENZIMAS DE RESTRIÇÃO PARA POSTERIOR 
LIGAÇÃO
A digestão do vetor foi feita segundo protocolo descrito por Sambrook e 
colaboradores (1989) ou recomendação do fabricante da enzima de restrição.
4.9 LIGAÇÃO DO FRAGMENTO DE DNA AOS VETORES DE EXPRESSÃO
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O fragmento de DNA de interesse e o vetor tratado com as enzimas de restrição 
apropriadas foram ligados baseado em um sistema. A ligação de fragmento de DNA e 
vetor foi feita na presença de tampão T4 DNA ligase 1X (50mmol/L Tris-HCI pH 7,6, 
10mmol/L MgCI2, 1mmol/L DTT, 0,5mmol/L ATP e 5%PEG 8000) e 1U de T4 DNA ligase 
(Sambrook et al., 1989). Foi utilizada uma relação molar 10:1 de inserto e vetor. O 
sistema foi incubado a aproximadamente 8°C durante 12 horas, e então utilizado para a 
transformação bacteriana.
4.10. TRANSFORMAÇÃO BACTERIANA POR ELETROPORAÇÃO
4.10.1 Preparo de células eletrocompetentes de E. coli e H. seropedicae
Quarenta mL de meio líquido foram inoculados com 400|xL de uma cultura (D.O. 
1,0)de E. coli (meio SOB) ou H.seropedicae (meio NFbHPN) crescida durante 12h. A 
cultura foi incubada sob agitação a 37°C para E.coli e 30°C para H. seropedicae até 
atingir uma D.06oo entre 0,5 e 1,0. Após crescimento, a cultura foi mantida no gelo durante 
30 minutos e, em seguida, centrifugada a 4000 rpm por 5 minutos. As células foram 
lavadas duas vezes com 40mL de H20  estéril gelada (4QC), e então ressuspendidas em 
10 mL de glicerol 15% gelado. Após centrifugação a 4000 rpm por 5 minutos, o sedimento 
de células foi ressuspenso em 200|liL de glicerol 5%. A suspensão celular foi fracionada 
em alíquotas de 40jiL que foram armazenadas a -70°C.
4.10.2. Transformação bacteriana por eletroporação
O DNA foi adicionado a 40^L da suspensão de células eletrocompetentes, e 
incubado sobre gelo por 1 minuto. Em seguida essas células foram transferidas para uma 
cubeta de eletroporação e submetidas a um campo elétrico (4KV/cm, 330^F) para permitir 
a entrada do plasmídeo na célula bacteriana. Após a eletroporação, as células de H. 
seropedicae foram ressuspendidas em 1mL de meio NFbHPN e incubadas a 30°C, sob 
agitação por 1 hora. Para E. coli o meio usado foi o SOC e a incubação feita a 37°C. Em
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seguida, alíquotas da suspensão foram plaqueadas em meio NFbHPN sólido, para H. 
seropedicae, e LA, para E. coli, contendo os antibióticos adequados à seleção dos 
transformantes de interesse.
4.11 CARACTERIZAÇÃO DOS MUTANTES
4.11.1 Hibridização de DNA genômico
4.11.1.1 Preparo da sonda
O DNA do plasmídeo HS17058H11 digerido com a enzima Bglll foi utilizado como 
sonda nos ensaios de hibridização. Cerca de 25 ng de DNA-sonda foram submetidos a 
desnaturação pelo calor em banho fervente por 10 minutos e rapidamente resfriado em 
banho de gelo. O material desnaturado foi incubado por 30 minutos a 37°C com uma 
mistura contendo nucleotídeos (dATP, dGTP, dTTP) na concentração final de 25 fimol/L 
de cada nucleotídeo, 10 ^Ci de [32P-a] dCTP e 1U de Klenow DNA polimerase, em um 
volume final de 25jxL. A reação foi incubada a temperatura ambiente por 24 horas e 
finalizada por aquecimento da mistura a 65°C por 10 minutos. Após a incubação, ao 
volume final da mistura de reação foi acrescida de 80|iL de água mili-Q estéril.
4.11.1.2 Transferência de ONA do gel para membrana de ‘nylon’
As amostras de DNA cromossômico dos mutantes foram tratadas com enzimas de 
restrição (Bglll e SalI), e em seguida submetidos a separação por eletroforese em gel de 
agarose (0,7%). Depois da corrida eletroforética, o gel foi corado com brometo de etídio, 
visualizado em transiluminador de luz ultravioleta e registrado por fotografia. Em seguida,
o gel foi tratado com uma solução de depurinação (HCI 0,25 mol/L) por 5 min a 
temperatura ambiente, lavado com água destilada por 2 minutos e tratado com solução 
desnaturante (NaOH 0,5 mol/L, NaCI 1,5 mol/L) por 30 minutos. O gel foi novamente 
lavado com água destilada por 2 min e depois tratado duas vezes com solução 
neutralizante (Tris-HCI 1 mol/L pH 7,5, NaCI 1,5 mol/L) por 30 min. O gel foi então 
incubado por 15 min em SSC 20X (NaCI 3 mol/L, citrato de sódio 0,3 mol/L pH 7,0). Após 
este tratamento, o gel foi colocado sob uma membrana de náilon do mesmo formato e
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tamanho do gel, evitando-se a formação de bolhas de ar entre o gel e a membrana. Sobre 
esta membrana foram colocadas 3 folhas de papel Whatmann 3MM cortadas do mesmo 
tamanho e, sobre estas, foram colocadas diversas camadas de papel absorvente. O 
sistema foi mantido por 12-16 h para transferência dos fragmentos de DNA para a 
membrana de náilon por capilaridade. Após este período, a membrana foi 
cuidadosamente removida e lavada com solução de SSC 1X para remoção de resíduos 
de agarose. A membrana foi seca a temperatura ambiente e os fragmentos de DNA foram 
fixados à membrana por irradiação com luz ultravioleta (302 nm) por 5 min.
4.11.1.3 Hibridização
A hibridização do DNA foi realizada conforme Sambrook et al. (1989).
As membranas de náilon contendo os fragmentos de DNA preparadas conforme 
item anterior, foram colocadas em tubos de hibridização contendo 10 ml_ de solução pré- 
hibridização (tampão fosfato pH 8,0, 2% de SDS e 20/vg/mL de DNA de esperma de 
salmão sonicado e desnaturado) e incubados por 4h a 65°C em forno de hibridização 
Hybaid sob agitação rotatória. O DNA sonda marcado foi desnaturado em banho fervente 
por 5 min e resfriado rapidamente em banho de gelo, em seguida, foi adicionado ao tubo 
contendo a solução de pré-hibridização. As membranas foram novamente incubadas por 
24 h a 65°C. Após a incubação, foram lavadas uma vez com solução SSC 2X contendo 
SDS 0,1% por 15 min a 65°C. As membranas foram colocadas em suporte plástico e 
adicionado tampão de lavagem para mantê-las úmidas. Em seguida foram cobertas e 
seladas com filme plástico e autoradiografadas com filme Kodak X-Omat a -70°C 
utilizando uma placa amplificadora (Dupont, Cronx Hi-Plus), durante 24 h quando o filme 
foi revelado e analisado.
4.12. ATIVIDADE DA NITROGENASE
A atividade da nitrogenase foi determinada pela redução de acetileno (C2H2) a 
etileno (C2H4), pela enzima nitrogenase. O C2H4 pode ser mensurado com precisão por 
cromatografia gasosa. A atividade foi determinada em células crescidas em meio NFbHP 
semi-sólido contendo glutamato (0,5 mmol/L) (Pedrosa e Yates, 1984).
Cerca de 30 a 50 nl_ de pré-inóculo das estirpes, cultivadas em meio líquido com 
Aeoonm de 1,0, foram inoculadas em frasco de 10 mL contendo 4 ml_ de meio NFbHP
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malato semi-sólido, suplementado com 0,5 mmol/L de glutamato como fonte de 
nitrogênio. Após 24-30 h de incubação a 30°C ou após a formação de película de 
crescimento próxima à superfície do meio, os frascos foram vedados com rolha de 
borracha e injetados com acetileno até concentração final de 10% da fase gasosa. Após 
um período de uma hora de incubação a 30°C, alíquotas de 0,5 mL foram retiradas para 
determinação de etileno formado.
A determinação de etileno formado foi realizada por cromatografia gasosa em um 
cromatógrafo Varian modelo star 3400cx. A temperatura de injeção foi 1409C, da coluna 
foi 130°C e a do detector foi 200°C. Para análise quantitativa de etileno formado foi 
utilizada uma mistura de etileno padrão que em 0,5 mL continha a 2,16 nmol de etileno, a
1 atm e 25°C.
A atividade específica da nitrogenase foi expressa em nanomoles de etileno 
formado por minuto e por miligrama de proteína.
4.13 DOSAGEM DE PROTEÍNAS
A dosagem de proteínas foi realizada pelo método de Bradford (1970). O sistema 
de reação continha 1 mL da solução de corante (solução de Bradford -  100 mg/L 
Coomassie Brilliant Blue G-250, 95% etanol e 85% ácido fosfórico) e 100|a.L da amostra 
de célula, que foram previamente lisadas pela adição de uma solução de NaOH (0,5 
mol/L) e incubação mínima de 30 min à temperatura ambiente. Essa mistura foi 
homogeneizada e a absorbância a 595nm determinada. A curva padrão foi feita utilizando 
albumina de soro bovina como padrão, preparada no mesmo tampão das proteínas a 
serem quantificadas. A falha de linearidade deste método foi de 1 a 10jj.g de proteína.
4.14 ANÁLISE DAS SEQÜÊNCIAS
As comparações de seqüência de proteínas foram feitas utilizando o programa 
ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/) e busca no banco de dados GeneBank foram 
feitas utilizado o programa Blast (http://www.ncbi.nih.aov/BLAST/). As prováveis ORFS 




5.1 ANÁLISE DAS SEQÜÊNCIAS
A seqüências dos genes fixNOQP foram obtidas a partir do banco de dados do 
Programa GENOPAR (www.aenopar.ora) e possui 3176 nucleotídeos.que aparentemente 
fazem parte de um operon contendo ainda os genes fixl, fixS, fixG e fixH. Assim uma 
região de 12099 pb foi selecionada e analisada utilizando o programa Blast 
(http://www.ncbi.nih.gov/BLAST/). Regiões que codificam para uma proteína são ricas em 
G e C. No gráfico essas regiões aparecem em picos ou acima do gráfico forma de uma 
linha reta. Possíveis códons de iniciação são indicados por uma flecha nas linhas retas 
(ATG ou GTG). O códon de parada (TGA) é mostrado por um traço vertical na linha reta. 
São mostradas as três fases de leitura e estas são diferenciadas pelas cores vermelha 
(primeira fase), verde (segunda fase) e azul (terceira fase).
O alinhamento das seqüências de aminoácidos das prováveis orfs foi feito 
utilizando o programa Clustal W (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/).
As prováveis regiões codificadoras de proteína foram identificadas pelo programa 
FramePlot (http://wwwO.nih.go.ip/~iun/cai-bin/frameplot.pl). No total foram identificadas 
dez ORFs (operon reading fase) nas 12099 pb analisadas.
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FIGURA 3a -  IDENTIFICAÇÃO DA POSSÍVEL REGIÃO CODIFICADORA DA 
PROTEÍNA HIPOTÉTICA LOCALIZADA A MONTANTE DO GENE fixl
FIGURA 3a - As cores do gráfico representam as fases de leitura, a primeira fase é 
representada pela cor vermelha, a cor verde indica a segunda fase de leitura e a terceira fase é 
representada pela cor azul. Acima dos gráficos as possíveis orfs são indicadas pelas linhas, onde 
as flechas são possíveis códons de iniciação e as barras verticais indicam possíveis códons de 
parada. Esta proteína hipotética tem sua provável região codificadora iniciando no aminoácido 
1390 e o códon de parada na posição 2244, situando-se na primeira fase de leitura.
FIGURA 3b - ALINHAMENTO DA SEQÜÊNCIA DE AMINOÁCIDOS DEDUZIDA DA 
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FIGURA 3b - O símbolo indica que os aminoácidos são idênticos em todas as 
seqüências, o símbolo mostra que os aminoácidos possuem características semelhantes porem 
ainda assim são diferentes. O símbolo indica aminoácidos semi-conservados. As letras
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representadas pela cor vermelha são aminoácidos hidrofóbicos, os azuis são ácidos, os de cor 
magenta são os básicos. Os aminoácidos representados pela cor verde tem características hidroxil 
-  amino -  básico -  Q, outros tipos estão representados pela cor cinza.
Como mostram as figuras 3a e 3b a primeira orf inicia na posição 1390 e possui no 
total 284 aminoácidos. Ela foi classificada como uma proteína hipotética, porém é bem 
conservada em bactérias, geralmente ocorrendo a jusante de genes codificadores da 
proteína citocromo cbb3 oxidase. Na subclasse Epsilon Proteobacteria uma seqüência 
homóloga foi encontrada a montante. Esta é provavelmente uma proteína 
transmembrana. A mesma proteína de Dechloromonas aromatica apresentou 44% de 
identidade e 56% de similaridade com H. seropedicae.
FIGURA 4a -  IDENTIFICAÇÃO DA POSSÍVEL REGIÃO CODIFICADORA DA 
PROTEÍNA Fixl
FIGURA 4a -  As cores do gráfico são descritas conforme legenda da figura 3b. A proteína 
Fixl tem sua provável região codificadora iniciando no aminoácido 2313 e o códon de parada na 
posição 4763, situando-se na terceira fase de leitura.
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FIGURA 4b - ALINHAMENTO DA SEQUENCIA DE AMINOACIDOS DEDUZIDA DA
PROTEÍNA Fixl
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FIGURA 4b -  Legenda conforme figura 3b.
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A seqüência de aminoácidos da segunda orf analisada possui 44% de identidade 
com a proteína Fixl de Ralstonia solanacearum e 43% com a de Chromobacterium 
violaceum e portanto o gene foi denominado fixl de H. seropedicae. Tem início no 
nucleotídeo 2313 e possui um total de 817 aminoácidos. Esta proteína é uma provável 
ATPase do tipo P (figura 4a e 4b).
FIGURA 5a -  IDENTIFICAÇÃO DA POSSÍVEL REGIÃO CODIFICADORA DA 
PROTEÍNA FixS
FIGURA 5a -  As cores do gráfico são descritas conforme legenda da figura 3b. A proteína 
FixS tem sua provável região codificadora iniciando no aminoácido 4763 e o códon de parada na 
posição 4939, situando-se na segunda fase de leitura.
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FIGURA 5b -  Legenda conforme figura 3b.
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A região 5’ da próxima orf se sobrepõe em um par de base com a região 3’ de fixl, 
tem no total 63 códons e seu produto de tradução possui alta similaridade com uma 
provável FixS, uma proteína de maturação citocromo oxidase cbb3 de C. violaceum (57% 
de identidade e 75% de similaridade) e em Mesorhizobium loti 37% de identidade e 
similaridade de 57% e a proteína FixS é provavelmente uma proteína transmembrana e 
sua análise no Frameplot e do ClustalW estão indicados nas figuras 5a e 5b.
FIGURA 6a -  IDENTIFICAÇÃO DA POSSÍVEL REGIÃO CODIFICADORA DA 
PROTEÍNA FixN
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FIGURA 6a -  As cores do gráfico são descritas conforme legenda da figura 3b. A proteína 
FixN tem sua provável região codificadora iniciando no aminoácido 5084 e o códon de parada na 
posição 6508, situando-se na segunda fase de leitura.






























• *  «r . * * * •* # • * * , , * * ,  -k * •* k *  k -k * * & ■ * *  * , k * k * * k m
fixO_Hseropedicae ALRLAGRDVYIREGCYNCHSQMIRPLRAETERYGHYSVAGESVYDHPFQWGSKRTGPDLA 111
f ixO_Terythraeum PLQLMGRDVYLREGCYNCHSQMIRPFRAETMRYGHYSVAGEFVYDHPFQWGSKRTGPDLH 120
* . * *  *  * *  k . A* * A * *  +  * * * * * * *  - . •• > - * * A •• * * * * * *  *■*■** * * -A * * * * * * * * * *
f ixO_Hseropedicae RVGTRYSDEWHRAHLHNPRDWPESNMPAYPWLEQAKLDNYDIVSRMKALKRIGDPYTEE 171
f ixO_Tery thraeum RVGGKYSDEWHRIHLNNPRDWPESNMPAYTWLEKNKVDDTWAQHMSALRKVGVPYSDE 180
* + * , * - * k * k - k k  k * . * * * * * * + k + * * k + k  * *■ * . k . k . . . *  * * . . . *
fixO_Hseropedicae DIKNAPAELVGKTEQDALIAYLQGLGVLIKAER 204
fixO_Terythraeum EISGAAEQVKGKTEMDAVIAYLQVLGRSVK----- 210
FIGURA 7b -  Legenda conforme figura 3b.
Dezessete pares de bases a jusante começa o gene fixO que codifica a 
subunidade II da citocromo cbb3 oxidase esta proteína possui 204 aminoácidos e uma 
identidade de 70% com a de Trichodesmium erythraeum. Sua seqüência parece ser bem 
conservada em relação a de outros organismos como mostram as figuras 7a e 7b.
FIGURA 8a -  IDENTIFICAÇÃO DA POSSÍVEL REGIÃO CODIFICADORA DA 
PROTEÍNA FixQ
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FIGURA 8a -  As cores do gráfico são descritas conforme legenda da figura 3b. A proteína 
FixQ tem sua provável região codificadora iniciando no aminoácido 7153 e o códon de parada na 
posição 7338, situando-se na primeira fase de leitura.
31








FIGURA 8b -  Legenda conforme figura 3b.
A sexta orf encontrada está na primeira fase de leitura, possui apenas 61 códons e 
apresenta 39% de identidade com o gene fixQ de Bordetella pertussis (figuras 8a e 8b). O 
gene geralmente se encontra entre os genes fixO e fixP (Fisher, 2004).
FIGURA 9a -  IDENTIFICAÇÃO DA POSSÍVEL REGIÃO CODIFICADORA DA 
PROTEÍNA FixP
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FIGURA 9a -  As cores do gráfico são descritas conforme legenda da figura 3b. A proteína 
FixP tem sua provável região codificadora iniciando no aminoácido 7280 e o códon de parada na 
posição 8260, situando-se na segunda fase de leitura.
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PNLTDNDWLHGGTPEIIKETIMKGRHGVMPPMAAAVGTDKDVDNVANYVLSLSDSTHDPI 221 
PNLTDADWLHGGTPDKITETLTRGRQGQMPPMAAAVGTPDDVKNLANYVLSLSGSPHDSV 217
»-********* * -* >•****•* * * *
KAELGKSKFAACMACHGPGGKGNQALGAPNLSDKIWLYGGSIDTIKETINKGRDNTMPAF 281 
RGALGKSKFGACAACHGVDGKGNPALGAPNLADDVWLHGWGEQAIINMINKGKTSEMPAQ 277
* * * * * *  *  *  *  *  *  *  * * *• * * * * * * * , *  .  *  *  ■ *  .  .  *  .  *  *  *  *  . V * *
GEFLGEPKVHVLAAYVWSLSNKPSNAAAK 310 
LGKLTEAQLHVLTAYIWGMSNKPLPAKP- 305
FIGURA 9b -  Legenda conforme figura 3b.
A próxima orf codifica para a terceira subunidade desta proteína, a proteína FixP 
de H. seropedicae. O gene fixP inicia no nucleotídeo 7280 e apresenta 310 códons. A 
proteína FixP de Polarmonas sp. apresenta 57% de identidade com a de H. seropedicae 
(figuras 9a e 9b).
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FIGURA 10a -  IDENTIFICAÇÃO DAS POSSÍVEIS REGIÕES CODIFICADORAS DAS 
PROTEÍNAS FixG E FixH
_i____i____i____L_
FIGURA 10a -  As cores do gráfico são descritas conforme legenda da figura 3b. As 
proteínas FixG e FixH têm suas prováveis regiões codificadoras iniciando no aminoácido 8406 e 
9909 respectivamente e o códon de parada na posição 9875 e 10478, ambas na terceira fase de 
leitura.
FIGURA 10b - ALINHAMENTOS DAS SEQÜÊNCIAS DE AMINOÁCIDOS DEDUZIDAS 
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FIGURA 10b -  Legenda conforme figura 3b.
Na maioria dos organismos o gene fixP é seguido pelos genes fixGHIS (Kahn, 
1989). De fato, em H. seropedicae os próximos genes são o fixG e o fixH, porém o fixl e o 
fixS, estão localizados a montante de fixNOQP. Como mostram as figuras 10a e 10b o 
gene fixG apresenta neste caso 490 códons, e seu produto de tradução 59% de 
identidade com a proteína fixG de Polarmonas naphthalenivorans. O produto do gene 
fixH, que é provavelmente uma proteína de membrana com 190 aminoácidos, apresenta 
49% de identidade com a de D. aromática.
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FIGURA 11a -  IDENTIFICAÇÃO DA POSSÍVEL REGIÃO CODIFICADORA DA 
PROTEÍNA FNR
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FIGURA 11a -  As cores do gráfico são descritas conforme legenda da figura 3b. A proteína 
FNR tem sua provável região codificadora iniciando no aminoácido 11576 e o códon de parada na 
posição 10878, situando-se na primeira fase de leitura.
FIGURA 11b - ALINHAMENTO DA SEQÜÊNCIA DE AMINOÁCIDOS DEDUZIDA DA 
PROTEÍNA FNR
Fnr _Rge latinosus 
Fnr_Cviolaceum 
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FIGURA 11b - Legenda conforme figura 3b.
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A última orf encontrada está na orientação oposta codificada pela fita 
complementar. Esta orf inicia no nucleotídeo 11576 e termina na posição 10878, seu 
produto de tradução contém 233 aminoácidos e possui alta similaridade com a proteína 
Fnr de diversos organismos: 53% de identidade com Fnr de Rubrívivax gelatinosus e 50% 
com a C. violaceum (figuras 11a e 11b). Este gene foi portanto denominado gene fnr de 
H. seropedicae.
É possível que a proteína Fnr controle a expressão dos genes fixISNOQPGH 
como ocorre em S. meliloti, mas isto não pode ser mostrado neste trabalho.
5.2 INSERÇÃO DO TRANSPOSON NO GENE fixN
O plasmídeo HS17058H11 obtido do banco de clones do projeto Genopar foi re- 
sequenciado para confirmar a presença do gene fixN de H. seropedicae. Com o objetivo 
de mutagenizar o gene fixN foi feita uma reação de inserção do transposon EZ:TN <TET- 
1> in vitro, aonde o transposon (contendo o gene de resistência a tetraciclina) poderia 
inserir-se em qualquer posição no plasmídeo (figura 12).
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FIGURA 12 -  ESQUEMA DE INSERÇÃO DO TRANSPOSON EZ:TN <TET-1> EM 
PLASMÍDEO
FIGURA 12 - Esquema da inserção do transposon EZ:TN <TET-1> em plasmídeo. Fonte: catálogo 
da EPICENTRE.
5.3 SELEÇÃO DOS MUTANTES PLASMIDIAIS E CROMOSOMAIS
Após a reação de transposição, os seus produtos foram transformados em células 
de E. coli e cerca de 200 colônias resistentes a marca do transposon (tetraciclina) e do 
vetor (ampicilina) foram obtidas. Doze colônias tiveram o seu plasmídeo analisado e em 
quatro deles o transposon tinha entrado no interior do gene fixN.
A mutagênese do gene fixN do cromossomo de H. seropedicae ocorreu por 
recombinação homóloga após incersão dos plasmídeos mutagenizados.Neste processo o 
gene mutagenizado presente no plasmídeo recombinou com o gene do cromossomo. 
Esse tipo de processo pode gerar recombinação simples com mutantes onde o plasmídeo 
inteiro é inserido no cromossomo bacteriano, ou pode ocorrer recombinação dupla onde 
ocorre dois eventos de quebra e ligação com a inversão geral do transposon (figura 13).
/ ..................................... \
Plasmídeos contendo inserção 
aleatória de EZ::TN <TET-1>
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FIGURA 13 -  ESQUEMA DE INSERÇÃO DO TRANSPOSON EZ:TN <TET-1> NO 
GENE fixN CROMOSSOMAL DE H. seropedicae SMR1
Cm
Cromossomo de Herbaspirillum seropedicae
Recombinação Simples
fixN Tc fixN
FIGURA 13 - Esquema de construção de mutantes de H. seropedicae por recombinação simples e 
dupla.
Para a diferenciação destes mutantes foi utilizada a seguinte estratégia. Ao 
plasmídeo contendo o gene fixN mutagenizado foi inserido, fora da região homóloga, um 
cassete que confere resistência ao antibiótico cloranfenicol. Após a transformação no H. 
seropedicae com o plasmídeo mutagênico foram selecionadas colônias resistentes ao 
antibiótico tetraciclina. Foram obtidas quinhentas colônias resistentes a tetraciclina. Cem 
colônias foram testadas para resistência ao cloranfenicol e, destas, apenas vinte e duas 
não foram resistentes indicando a perda do marcador plasmidial. As vinte e duas 
resistentes apenas em tetraciclina, provavelmente são resultados de dupla recombinação 
e possuem o transposon integrado ao gene fixN cromossomal. Uma estirpe mutante foi 
isolada e denominada RAMM21.
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5.4 ANÁLISE E CONFIRMAÇÃO DOS MUTANTES
A digestão do DNA genômico da estirpe selvagem com a enzima Bgl\\ resulta em 
um fragmento de 5009 pb, que corta o gene fixN. Se houve a inserção do transposon, 
esse fragmento aumenta para 6683 pb. A figura 14 apresenta o local de inserção e as 
posições dos sítios da enzima Bg/ll na região do gene fixN de H. seropedicae.
FIGURA 14 -  LOCALIZAÇÃO DO TRANSPOSON EZ:TN <TET-1> NO GENE 
fixN E REGIÕES DE RESTRIÇÃO DA ENZIMA Bgl\\
*---?■ J < JZ £
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FIGURA 14 - Organização dos genes fixISNOQPGH de H. seropedicae. Os números em 
azul indicam os sítios da enzima Bg/ll, usada para análise de restrição. O triângulo mostra o ponto 
de inserção do transposon EZ:TN <TET-1>.
Para confirmar a inserção e localização do transposon na estirpe mutante 
RAMM21, o DNA cromosoma! desta estirpe foi isolado, digerido com a enzima Bg/ll e os 
fragmentos resultantes separados em eletroforose em gel de agarose. Em seguida o DNA 
foi transferido para uma membrana de nailon e hibridizado com uma sonda, contendo fixN 
de H. seropedicae, o transposon e o plasmidio vetor. A figura 15 mostra a autoradiografia. 
Na linha 2 (estirpe selvagem) um único fragmento de aproximadamente 5 Kb contendo o 
gene fixN hibridizou. Na linha 3 (estirpe mutante) o fragmento que hibriza possui cerca de
6,5 Kb, indicando a inserção do transposon (1,6 Kb) no gene fixN. Estes resultados 
confirmaram que a estirpe RAMM21 possui uma inserção do transposon EZ::TN <TET-1> 
no gene fixN de H. seropedicae, resultante de um evento de dupla recombinação.
40
FIGURA 15 -  PERFIL DE HIBRIDIZAÇÃO DAS ESTIRPES SELVAGEM SMR1 E 
DO MUTANTE fixN RAMM21
FIGURA 15 - Hibridização do DNA cromossomal da estirpe selvagem Smrl e o mutante 
fixN RAMM21 de H. seropedicae. Autorradiografia da hibridização com sonda contendo o gene 
fixN, transposon EZ:TN <TET-1> e o vetor. MW -  marcador molecular. Linha 1 -  plasmídeo 
pRAMMIN digerido com Sal\. Linhas 2 e 3 mostram o DNA cromossomal digeridos com Bgl\\ da 
estirpe selvagem Smr1 e o mutante RAMM21 respectivamente.
5.5 DETERMINAÇÃO DO FENÓTIPO
A estirpe mutante fixN de H. seropedicae apresenta uma redução de 
aproximadamente 50% na atividade da nitrogenase em relação a estirpe selvagem Smr1. 
A Figura 6 mostra esta comparação.
Assim como em H. seropedicae, mutantes fixN de Azorhizobium caulinodans 
também tiveram a atividade da nitrogenase de 40 a 50% de queda com relação a estirpe 
selvagem (Mandon et al., 1994). Mutantes fixN de B. japonicum não são capazes de fixar 
nitrogênio em condições baixas de oxigênio ou em anaerobiose (Lopez et al., 2001).










FIGURA 16 -  ATIVIDADE DA NITROGENASE DAS ESTIRPES SELVAGEM 
SMR1 E MUTANTE RAMM21.
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FIGURA 16 - Atividade de nitrogenase de H. seropedicae estirpe selvagem Smr1 e a 




Mutantes fixN de H. seropedicae mostraram que o produto deste gene pode estar 
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APÊNDICE 1 -  SEQÜÊNCIA DO OPERON fixISNOQPGH DE H. seropedicae 
ANALISADA
1 atg gac cag cgt ggt ccg cgc tac acg tcc tat ccc act gea gac 45
46 cgt ttc acc agt gac ttt gcc gtc acc gac tac ctc cat gcg gtg 90
91 tcc gac cgt cgc age atg age gcc tgg cgc gcc ttg tcg ctg tac 135
136 ctg cac att ccg ttc tgc gac acc ate tgc tat tac tgc gcc tgc 180
181 aac aag ate gtc acc aag aac cgc gcc aag gcc gcg ctc tac ctg 225
226 age tac etc aag cgc gag ate age atg cag ggc tcg ctc ttt tcg 270
271 gga atg aac cag gtc gag caa ctg cac ttc ggc ggc ggc acc ccg 315
316 acc tac ctt tcg gat gag cag atg tcg gac ctg atg gac cac ate 360
361 cgc cac tgc ttc acg ctc gea cct gac cac gtc ggc gaa tac tcc 405
406 ate gag ate gat ccc cgc acg gtg tcg gtg gaa cgc gtc cac aag 450
451 ctg cgc cag cag ggc ttc aac cgc ate age ctg ggc gtg cag gat 495
496 ttc gat ccc gag gtg cag ctg gcc gtg aac cgt gtc cag tcg gaa 540
541 gag cag acg ctg gag ate ate cgc gcc gcc cgc gat gcc ggt ttc 585
586 cgc tcg gtc age ate gac ttg ate tat ggc ttg ccc aag cag aac 630
631 gtg atg tcc atg tcg cgc acg ctg gcc aag gtg ate gcc gcc age 675
676 ccg gac cgc ate gcc gtc tac aac tat gcg cac atg ccg cag ctc 720
721 ttc aag acc cag cgc cag ate aag gaa gaa gac ctg ccc age gcc 765
766 gac age aag ctc gac atg ctc tcg ctg tgc ate cgc cag ctg acc 810
811 tcg gcg ggc tat gtc tat ate ggc atg gat cac ttc gcc aag ccc 855
856 ac t gac gac ctg gcc att gcc cag cag cag ggt cgt ctg cac cgc 900
901 aac ttc cag ggt tac tcc acc cat tcg gag acc gac ctc gtg gcc 945
946 tgc ggc gta tcg gcc ate age gcg gtg ggc ggc age tac age cag 990
991 aac gaa aag acc ctc gac gac tac tac gcc cgc ctg gaa aat tcc 1035
1036 acg ctg ccc ate gcc cgt ggc ate cag ctg ggc atg gat gat gtc 1080
1081 ttg cgc cgc ctg ate ate cag cgc ctg atg tgc aat ttc gag ttg 1125
1126 tcg ate aac tcg ctg gaa ate gcc tat ccc ate gtc ttc cgc gaa 1170
1171 tac ttc gcc age gag atg gaa aag ctc aag cag ctg gaa gaa gac 1215
1216 ggc etc ate aag ate gaa ccg gaa tgg ate acc gtc gag ccc aag 1260
1261 ggc cgg ctg ctg ate cgc aac ate tgc atg gtc ttc gat cgc tac 1305
51
1306 ctg aac cag gag cgc gag aag gcc gcc age cag aac aag gat gcc 1350






















































































































































































































































































































































































































































































































































































ctg cgt ggc gcc 























































2251 gea gtg aag gga gcg ggg acg gga gcg gcg agg gga cac tgt gtt 2295
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3198 ttc c cg gcc tcg gcg ctg ctg gcg cca ggc tat ccg gag cag cgc 3242









































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































4143 age gat ggt tgg ctg gcg cgc ttc gac ctg gcc gat gcc ttg cgc 4187
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tt gtg tgc act 4950
4951 gcg gtt gac gea gac cgt tgt ttc ccc gtc ttt gtt ccc gcg ctt 4995
4996 ctc ccc att ttg ata cac gtc aag gct gcc gga age tgc gcc ccg 5040




























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































6482 att cct gcc gtg acc aac gct gcg cac tga tt tgg ggg aaa atg 6527





















































































































































































































































































































































6978 tac gac ate gtc tcg cgc atg aag gcc ttg aag cgc ate ggc gac 7022
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7113 ggc gtg ctg ate aag gcg gag aga taa g acc atg att gaa atg 7155



































































































































































































































































































































































































































































































































































































7922 ggt acc gac aag gat gtc gac aac gtc gcc aac tac gtg ctc age 7966
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ga cct cat gcc gcg cat 8280
8281 gag gtg cta gtt ccg ccg ccg ggg ccg acg ctg aca cag ate ggc 8325
8326 gcg gtc ccg gcg cag tag gta acg cgc tcc ctc cac aag acc agg 8370
8371 age gea cag aga gtg aag gea gat cag gea aga cc
59
























































































































































































































































10486 cta age tga age acc
10531 aga aat aac tga agg
10576 tcg cca tcg tga tct
10621 agg gaa tat tct ttt
10666 cgg ccg ggc atg agt
10711 tct tct gtt tct ggg
10756 tga ggc tga cgc aga
10801 ctt age ggc cga tcg
10846 gcg ggc ccg ctg gcc
10891 gtc ggc gtc gcg gtg





























































































































































gag ccg acg caa aga tcg
aga cag cca tgc gea aac
ggg tgg ctt tcc tga tgg
cca tct tea acc cgg atg
ggg agg cgc tgg gcg cct
tga gtt ttg cga tct gtg
cct tgc cca ggg aac gtc
ctg ttg gcc gtt gac cgt
gat gag gcc age cct cag
cag gcg tcc acg cct gcg






























































































































gea gtc tac gga 10530
age aac gea aca 10575
cca cgg cgg ccg 10620
acc tgg cca tgg 10665
aca cgg tcg ggt 10710
gcc tgc tgg ccg 10755
tgc gtc acg tcg 10800









gcc agg cgc ttc 10935
61







































































































































































































































































































































































































































































































ccg cag gea gtg cag ctg cgc age gcc gag ctg 11610
11611 gcg gea gcc tcg cgg gcc gcg gtc age gac gag cag tgg gtc agg 11655
11656 ggg gea gcg gcg tta gcc ggc gtg gtg ate gga gtg gag tgg caa 11700
11701 gac tgg ttc ata cga tgt tcc cgg cgg aca tgt ggc aat cga atg 11745
11746 act cga ttt taa gtg cgc gga aca ata tag gaa gea cag tat tcc 11790
11791 cga ate aga cgg cat ttc ttg tcc cag ate aaa cat gtc gga act 11835
11836 aaa cgg ccg gea acg cta cgg aag gcc gga aga ccg cca gat tga 11880
11881 ggt ggg aaa tac cac aca aat tcg atg caa gcg gac aga agg aga 11925
11926 g gg  gct gea atg agg gta ggg gag cgg cct tga tgg ggg aaa gtg 11970
62
11971 ggc ggt gtc gcg ggg tta ccg ggg acc cgc gat tgc cct tcc atg 12015
12016 cga ccg tet tgt tat tga aac ttc cgt ggc ggt gaa act tcg gtg 12060
12061 ctg agg acg ggc gtc ctc age ggg gtc atg ctt cgg cca 12099
APÊNDICE 1 - Em vermelho proteína hipotética conservada, em verde o gene fixl, em 
azul marinho fixS, em rosa fixN, em lilás fixO, em laranja fixQ, em bordô fixP, em salmão 
, em azul claro fixH e a seqüência de fnr está representada em verde limão. As 
regiões sublinhadas são os possíveis sítios de ligação ribossomal.

